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(57) Abiig£ 

La pr&ente invention a pour objet de nouveaux adlnovhrus 
d6fectifs pour le transfert et Texprcssion d'une sequence 
nucleotidique cxogfenc dans une cellule ou un oj5™ismeh0te. 
L'invention est 6galcment relative h de nouvelles Ugnfes de 
(XHnplementaiion et le proc6d6 de preparation de oes nouveaux 
ad^ovirus dfifectifs ainsi que leur usage tfifaapeutique et une 
coo^oatioa pbamiaceutique les contenant 
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Uinvention a pour objet de no«ve««c vecteurs adenoviraux defecufe permettant e 
IZL et 1 Jpre J de g^es d'int^r^ dans une cellule ^ un organ.«ne eucaryo e 
re ainsi que de nouveUes Ugnees de complementation compl^mentant en ^ans 
irLes essentielles qui ont .t. d..t^ du genome de ces ade...an.s 
Lmbinants. Uinvention presente un interet tout particuUer pour des perspectives de 
tliirapie gftique, noumment Chez nmmme. 

giii&ilemenl qoe te jympt6m» bintos. 

Uadtnovto ptoStt. dans 1. ceUul. Mt. pmnUsW. par .1«en,.aar. d^ .^'"^"' 
ttfiqu. puis il «. imen^s* « p«» dans d« «uteom«. Uur «=«ito»o» 
S:'/u„ Change^™, d. „n.^on du vir. « i s. 
W,, rADN vind assoc.* i o«tal«s prorii». virales ncc«sa.res aox P'""'"^ 

r^pnc-it d«» 1. no,». d« cdluics irf.«ecs ou sa •'--P'-'^^ 

blii^ par L enzymes cellulaires. La replicaion de I'ADN adenovual a U». dans le 
^ ^ ^ui^^ec^es « „e n^es... pas i. r^iicaUon cCuiaire. «. « 
.oLaux vinons pmK. *gai«n=n, place dans le «,yau. Dans on p«m,=r «^ 
J^anes viral., V.sse«*te« de manic« i fbn^r des capsides vrfes de s»c«« 
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^ «c UcnuPlles I'ADN adenoviral est ensuite encapsid*. Les particules 

cellules permissives. 

5 Le cycle infectieux de I'adinovirus s'efFectue en 2 etapes : 

. la phase precoce qui precWe I'initiation de la replication du genome 
adenoviral et qui permet la production des proteines rigulatnc^ 
intervenant au niveau de la repUcation et de la transcnption de lADN 
10 viral, et 

,5 bTcaJr. e. d^viron 36kb d. long ,ui confa. .» c»Un. pc^ 

20 aprtsIUKS'. 

CLfa»««^Troi,rtgi.ns,r«p««v«n«.E.,E2«E4,so««™udl«.la 

AM. - «. ad^novfcu, .« d^fecif pour Vu.. 4. ccs fon«o^ =« « 
I.'d„.p^,p=sprod„ir.».mo™»«pr..«n.»d«.p.rIW.d.««re^o™,c.U.. 

ci dcvra lui 6tre foumie en trans. 

d. .laU. vtato. r«p«fl«««« ElA « ElB. C«. r.g.on «.d. pour d» 
1^ ,^ i««vi««« tri. prfeocem^.. d3»s le cycle viral e. """-»»^- " 
C^o^ a. pr^qu. »u. les »«res 8te de Padenovin... B„ parucuher Ih.... de 
,5 SlB.Acod.pour„«pro,«ne,ra^ac.va,ric.de.a^P»ond«.u^ 



E2BetE4. 
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us produiK d. la rtgion E2, laquelle comprend i8al«B«« deux »ni.«s de mnscnptta 

go„v«nc no.««n« U syBlh&» dto pretfine d. TlkDa, .pa p«s»,M »n. me rftate 
pour I'ADN simple tain et dtae ADN polyminse. 

' U rtsion E3 tfea p» .»entielle i la rtpUcaaon du vin.s. Elle code pou, au moins six 
^ ,ui semen, responsables de l«bita de la ,eponse immu^ d. H,6« v» a vjs 
Zc infe^on par adinovirus. En panicuHer, la 6lycopro.«« SP»«>a «npee^ U 
r^Tome CO, responsable d. U cytolyse des cellul.. infe=«.» ^ 

1 0 cytotoxiques de Thote. 

^ p,l,pcpfld.. ^ son, impBquis d«. rexpression des g»es «rdd-. la subdue 
15 <perinhibiliondeUsynth«8epcot«iruecellulaire. 

Une fois la riplicadon de TADN viral iniWe. 1. ttansoipdon to gines ^^'^ 

cL<i occult la ™ioH« du g*non» -Itoovir- « ««««« » * 

Lchprion des sene. prtoces. Us ««« <»«-» » >»* ^ "f 

n»de W ahema^f. d. sor.. ^ les n^nes s*,ue^ son. u^J 

Sns difflira««>. La plupan des gines mdift son, «.ns=n,s ' ^ '^'T^ 
.ardif MLP (Khjor L«e Promo»r). C. promo«« penne, 1. 
3^, prinaire .pn es, ««ui» ma«r« «. une vinguune d'ABN n»ssagm (ARNm) a 
^ j;.ls som produi^s les pro.«nes eapsid-re. du viH- L. ^ co^ po. h 
„".«„. Loural. K composan, 1. oapid. es, siurf i t«>^ 5 S'""" 
« recouvr. U region ElB i son c-r^nurt 3'. LWiU ^nscnpuonnelle d. U 

^„ «ili« 1. mime ^gnal d. «mW.=. d. U l^""' 

transcriptionnelle ElB. 

Un cert^n nombre d'ad^novirus sent .aintenant bien ^^^^^^^^^^^^^ 
biochimiquement. Tel est le cas de radenovirus hunuun de type 5 ^f^^^^^^^'^'^ 
est d Jguee dans la banque de donnde Genebank sous la reference M73260. Us 
d™.nesontpuStre.ocalis.spr6ds6ment^ 

de 5- vers 3- ITTR 5' de 103 bp suivi de la region d'encapsidation (Heanng et al.. 1987. J. 
^1:^. ^2553) d-enln 300 pb. puis des ^^ons pr.o«s et ja^^^^^^ dont 
l-emplacement est schimatiquement represents dans laF.gure 1, et enfin de IITR 3 . 



20 



25 
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n ressort de ce qui precede que les adtaovirus possedent des caractdristiques 
interessantes qui font d'eux des vecteurs de choix pour le transfer! de genes d'intdret De 
nombreux adenovirus recombinants sont decrits dans la iitterature (Rosenfeld et al.. 
1991 Science. 252, 43M34 ; Rosenfeld et al.. 1992, Cell, 68, 143-155). D'une mamere 
5 generale. ils derivent de I'AdS et sont difectifs pour la fonction El, afin d'eviter leur 
. dissemination dans l-environnement et I'organisme bote. En outre, la region E3 ,»on- 
essentielle peut egalement etre deletee. Les sequences exogenes sont mtegrees i la place 
debrd^onEl ouE3. 

10 Ainsi, ces adenovirus d^fectift ne peuvent 6tre propag^s que dans une Ugnee ceUulaire 
complimentant en trans la fonction El essentielle a la repUcation virale. A Iheure 
actuelle. la seule Ugnee de complementation utiUsable est la lignee de rem embryonnaire 
293 (Graham et al.. 1977. J. Gen. Virol. S6, 59-72). qui resulte de Vintegrat.on dans ses 
chromosomes, d-un fragment du gdnome de I'AdS comprenant notamment le^mitd 

15 du genome viral ; de sorte que la lignee 293 complemente les adenovmis defectrfs pour la 
fonction El. Les ceUules 293 contiennent des sequences qui se trouvent auss. dans 
radenovirus recombinant dtfectii; comme ITTR 5'. la region d'encapsidation et U partie 
en 3' de la region ElB comportant des sequences codant pour les protdines pr6coces . 

20 La feisabiUte du transfert de gtaes en utiUsant des adenovirus est maintenant dtabUe. 
Mais, la question de leur innocuite reste posee. En effet. ils sont capables de transformer 
certaines lignees cellulaires en culture, ce qui reflete le pouvoir potentiellemem oncogene 
de certains des produits d'expression du g6nome adenoviral, essentieUement de la region 
El et probablement E4. au moins pour certains serotypes. De plus, la probabU,t6 de 
25 recombinaisongenetiqueentreun adenovirus defectifdel-artameri^^^^ 

adenovirus recombinant, et soit un adenovirus naturel ou sauvage (.ssu dWe 
contamination acddentelle ou dMne infection opportuniste d-un orgamsme bote). so.t un 
fragment de genome adenoviral intigre dans la lign6e de complementation 293 nest pas 
negligeable. En effet. A suffit tfun evenement de recombinaison pour restaurer la fonction 
30 El et generer un adenovirus recombinant non-dtfectif capable de se dissemmer dans 
renvironnement. est aussi envisageable quMn adenovirus naturel sauvage co-mfectant 
la mime cellule qu^ adenovirus defectif puisse complementer ce dermer pour la 
fonction El provoquant une co-dissemination des deux virus. Enfin. certams types de 
ceUules eucaryotes produisent des proteines presentant une activite E 1 A-Uke egalement 
35 susceptiblesdecompiemerterpartieUementlesadenovirusdefectifsqmlesurf^^^^ 

n est done souhaitable de disposer de vecteurs adenoviiaux performants presentant le 
minimum de risque, en vue de leur utilisation en therapie gdnique pour comger m vm> 
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des ditau 8toai*.« gn«s « ttail« "mto nwM.. pour le«l««« » n. Jispo« 
la therapie gemque appUquee a rhomme. 

5 De Plus U existe des interrogations k propos de I'obtention de la lignee 293. Ces 
fn^o^lrlpeuventatredenatureico^promettrer^^^^^^^^ 
r „ usage hlain qui en seront derives. D serait utUe de d.sposer de Ugne^ de 
compl Jntation dont Torigine et I'histoire sont exactement connues pour produce des 
particules d'adenovirus recombinants destinees i un usage humain. 

On a maintenant trouvd (1) de nouveaux vecteurs adenovi^ux defectifs d^^^ de 
certaines regions spteifiques du gtoome adenoviral et plus adaptes au transfert d une 
:re nuci^tidS.ue exog^ in et (2) de nouvelles Ugn^s de eo^.— on 
caract&isees. acceptables dW point de vue pharmaceutique et done of&ant toutes les 
rlXes de s^t. requi^s pour la production de produits destines i un usage 



10 



hunuun. 



20 



25 



30 



Ltateret de ces nouveaux vecteurs est qu-ds piesentent une capacity de donage accrue 
pel^ l-insertion d.n ou plusieurs g^es d'intirlt de grande taille et une se^rue 
d3,loi maximale. Ces mutations d^eteres rendent ces adenovmis mcapables de 
J^^n^ome et de transformation cdlulaire et ceci sans alt^er leur capaate a 
transferer et exprimer un gene dHntdrfit. 

C«, po«,<p.oi 1. ^ i-««ion . pour obje. «n v«»r «««mr.l difetf POur U 

;tiri l^viru. «^ d. 5. „ r. un rlR 5'. '-p^dauo^ 
1 ,«gi». ElA. un. rigion BIB. region E2. une rigion E3. un. r^u E4 « u» 

rrR3\ par deletion : 

0) de tout ou partie de la region ElA, et de Vint^gralitd de la partie de la 
region ElB codant pour les proteines prteoces ; ou 

Cii) de tout ou partie de la region ElA et de tout ou partie d'au moins une 
region saectiorai6e parmi les regions E2 et E4 ; ou 

OU) de tout ou partie de la rdgion ElA et di.ne partie de la region 
d'encapsidation. 
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Au sens de la presente invention, Texpression Mflition- ou -depourvu" se refere 4 la 
suppression d'au moins un micltotide dans la region dblfe et bien entendu il peut s'agir 
d'une deiaion continue ou discontinue. Par tout ou partie. on entend soit I'mtegralrte soit 
une partie seulement de la region consid^rte. On prefere les deletions qui empeche la 
5 production d'au moins un produit d'expression code par ladite region. EUes peuvent done 
se situer dans une region codante ou dans une region regulatrice comme la region 
promotrice et concenter au moins un nucleotide de manierc a detruire le cadre de lecture 
d^n gene ou rendre une region promotrice non-fonctionneUe. D peut egalement s'agir de 
dilutions partieUes d'un ou plusieurs genes de ladite region ou de Pensemble de la region. 



10 



Un vecteur adinoviral selon invention est dcfectif pour la replication mais capable d'etre 
replique et encapsidd dans une cellule de complementation lui foumissant en tram le ou 
les produit(s) pour lesquels il est dcfectif afin de g6n6rer une particule adenovirale 
(encore designee adenovirus defectif) incapable de replication autonome dans une cellule 
15 bote mais ncamnoins infectieuse car ayant la capacite de delivrer le vecteur dans une 
cellule hote. 

Sdon une premiire variame. un vecteur adenoviral selon I'invention derive du genome 
d'un adenovirus naturel ou sauvage par deletion de tout ou partie de la region El A et de 

20 la partie de la region ElB comprenant I'integralite des sequences codant pour les 
proteines precoces. Selon un mode prefere. eUe conceme le promoteur et les sequences 
codant pour les produits d'expression de la region ElB c'est i dire les proteines precoces 
et n'inclut pas tout ou partie du signal de teiminaison de la transcription qui recouvre les 
sequences codant pour la proteine tardive K. S'agissart d'un vecteur adenoviral selon 

25 I'invention derivart d'un adenovirus humain de type 5. ladite deletion comprend au moms 
les sequences comprises entr« les nucleotides 1634 et 3509 du genome adenoviral dont la 
sequence est telle que divulguee dans la banque de domtee Genebank sous la reference 
M73260 Cette deletion a pour but de reduire ou supprimer les sequences communes 
entre un vecteur adenoviral selon I'invention et le fragment de genome adenoviral mtegre 

30 dans une Ugnee de complementation, par exemple la Ugnee 293. De plus. eUe eimune d'un 
vecteur adenoviral sdon I'invention des sequences dont les produits d'expression sont 
potentiellement oncogenes, du moins en conjonction avec les produits d'expression de la 
re^onElA. 

35 Par aiBeurs, un vecteur adenoviral selon I'invention derive en outre du genome d'un 
adenovirus naturel ou sauvage par deletion de tout ou partie : 



delare^onE3 et/ou 
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de la region E2et/ou 
de la region E4. 

II va de soi qu-un vecteur adenoviral selon I'invention peut comporter une des trois 
5 dflWons ci-dessus enonc6es ou deux d'entre eUes selon n'importe quelles combinaisons 
ou encore I'ensemble des ddlitions. 

Selon un mode particuUerement avantageux. un vecteur addnoviral selon IWion est 
delete d'une partie seulement de la region E3 et pr6fdrentiellement de la parfe qu. ne 
10 comprend pa, les seque««s codant pour la proteine gpl91cDa. La presence de la 
s Jence codant pour la protdine gpl9kDa dans un vecteur ad6nov,ral selon 1 mvention, 
nermettra aux cellules infcct6es d'&happer a l4nimunosurveillance de rh6te ; un cntere 
Unportant lorsque le protocole thdrapeutique necessite plusieurs administrations repetees. 
Orchoisira,Tpr6f.rence, de placer les sequences codant pour ia «pl9^a - le 
15 controle d'elements appropries permettant leur expression dans la cdlule h te^ aavo. 
les elements necessaires a la transcription desdites sequem:es « ARNm et la traducUon 
de ce dernier en protfine. Ces elements comprennent en particuUer un promoteur^ De d 
pLoteurs Jbien connus de l.omme de Part et sont ins^.s e„ amont de la^ 
sequence codante par les techniques conventionnelles du geme geneuque. Le promoteu 
20 sea. de pr^^rence. un promoteur constitutif non activable par un des prod, 

d-expres^n de la region Bl^ A titre d'exemples. on peut citer le promoteur du g^ 
HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl coenzyme A reductase), le promoteur precoce du vuus 
^O^Lan^^s 40). le LTR (Long Terminal Repeat) du RSV (Ro^^arco^ 
Virus) ou le promoteur d'un gtee PGK (phospho-glycerate kinase) deucaryote 
25 superieur. 

Par ailleurs. un vecteur adenoviral selon rinvention, peut. de fe?on optiomiell^ 6^ 
d6l6t6 de la partie de U region E3 correspondant a la region promotnce. laquelle sera 
Z une region promotrice h.t.rolo^. teUes l.,ne de celles menuonnees «- 

30 dessus. 

selon une deuxiime variante. un vecteur adenoviral selon I'invention derive du genome 
dl ad^ovirus naturel ou sauvage par d..tion continue ou ^^^.^^^J^^ 
partie de la region ElA et de tout ou partie d'au moins la region E2 e^ou E4. Une teUe 
35 dS^on perm^ d'accrc^tre les possibilites de clonage de genes d'mt^ret. D'au re p^ 
^ tout ou partie de la r6^on B4 permet ^ement de r^uire ou supprmier des 
s^uences codant pour des produits potentiellement oncogenes. 
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Comme precedemment. un vecteur adenoviral sdon IHnvention peut, en outre etre 
depourvu de tout ou partie des regions ElB ct/ou E3 et, en particulier. selon un mode de 
realisation tel que mentionni precedemment (comme la deletion de la partie de la region 
ElB comprenant l'integralit6 des sequences codant pour les proteines precoces et de la 
partie de ia region E3 ne codant pas pour la proteine gplSkDa). 

Enfin selon une troisieme vaiiante. un vecteur adenoviral selon I'invention derive du 
genome d-un adenovirus par dfletion de tout ou partie de la region El A et d-une partie 
de la region d'encapsidation. 

Une daetion partielle de la region d'encapsidation permet de reduire notablement la 
probabUite de dissimination incontrolee d-un vecteur adenoviral selon invention, lorsque 
ce dernier est en presence d'un adenovirus sauvage. Une telle deletion permet d'afFecter 
ses fonctions d'encapsidation de telle sorte que meme en cas de complementation en 
15 trans de la fonction defective de cdui-ci par un adenovirus sauvage. U ne pourra etre 
encapside efficacement par rapport au genome de I'adenovinis sauvage competiteur. 

Les deletions de la region d'encapsidation sera choisies en fonction de 2 criteres : une 
capadte reduite a etre encapside mais simultanement une efficacite residuelle compatible 

20 avec une production industrielle. En d'autres termes. la fonction d'encapsidation d'un 
vecteur adenoviral selon I'invention est substantiellement maintenue quoique k un degre 
moindre. Uattenuation peut etre determinee par les techniques conventionnelles de 
titrage par infection d'une lignee adequate et evaluation du nombre de plages de lyse. De 
teUes techniques sont conimcs de l-homme de I'art. Dans le cadre de I'mvent.on, 

25 I'efficacite d'encapsidation est reduite d'un fecteur 2 i 50, avantageusement 3 4 20 et de 
preference 5 4 10 par rapport a un adenovirus teraoin ayant une region d'encapsidation 
de type sauvage. 

Bien entendu, un vecteur adenoviral attenue selon I'invention. peut en outre comprendre 
30 au moins une ou une quelconque combinaison des deletions precedemment citees. 

Un vecteur adenoviral selon la presente invention derive 4u genome d'un adenovirus 
naturel ou sauvage. avantageusement d'un adenovirus canin, aviaire ou humain, de 
preference d'un adenovirus humain de type 2, 3. 4, 5 ou 7 et, de maniere tout a fait 
35 preferee. d'un adenovirus humain de type 5 (Ad5). Dans ce dernier cas, les deletions du 
vecteur adenoviral selon I'invention sont indiquees par reference a la position des 
nucleotides du genome de I'AdS specifiee dans la banque de donnee CSenebank sous la 
reference M73260. 
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On prefere tout particulierement un vecteur adenoviral sdon I'invention ddrivant du 
genome d*m adenovirus humain de type 5, par d6Wtion : 

0) de I'integraUte de la paitie codant pour les proteines precoces de la region 
ElB et s'aendant du nucleotide 1634 et se terminant au nucleotide 4047 ; 
et/ou 

(u) de la region E4 s'^tendant des nucleotides 32800 a 35826 ; et/ou 

(iii) de la partie de la rigion K i-dtendant des nucleotides 27871 i 30748 ; 
et/ou 



15 



(iv) de la partie de la region d'encapsidation : 

allant du nucleotide 270 au nucleotide 346, ou 

allant du nucleotide 184 au nucleotide 273. ou 

20 . allant du nucleotide 287 au nudeotide 358. 

De preference, un verteur adenoviral selon I'invention derive du genome d'un adenovirus 
sauvage ou naturel par deletion d'au moins 18 % dudit genome, d'au moins 22 %, d'au 
moins 25 %, d'au moins 30 %. d'au moins 40 %. d'au moins 50 •/.. d'au moins 60 %. d'au 
25 moins 70 %. d'au moins 80 %, d'au moins 90 % ou encore d'au moins 95 % et 
notamment de 98,5%. 

Selon un mode particuUeremem prefere, un vecteur adenoviral selon I'invention derive du 
genome d'un adenovirus par deletion de I'ensemble du genome adenoviral i I'exclusion 

30 des ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidation. Selon cette variante. U 
ne comprend que le minimum de sequences virales afin de limiter les risques de 
recombinaison, les risques d'oncogenecit6 et avoir une capadte de clonage maximale. On 
pariera alors d'un vecteur adenoviral "minimum" dans lequel U sera alors possible 
d'inserer jusqu'4 30kb de sequence nudeotidique exogfene. Un vecteur adenoviral prefere 

35 selon I'invention derive d'un adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie du 
genome viral s'6tendant des nucleotides 459 i 35832. 
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Dans le cadre de la presentc invention, un vecteur adenoviral selon I'invention a pour 
objet le transfert et I'expression d'une sequence nucltotidique exogene dans une cellule 
h6te. Par "s6quence nucltotidique exogtae", on entend un acide nucleique qui comprend 
des sequences codantes et des sequences regulatrices permettant I'expression desdites 
5 sequences codantes et dans lequel les sequences codantes sont des sequences qui ne sont 
normalement pas presentes dans le genome d'un adenovirus. Les sequences regulatrices 
peuvent etre d'origine quelconque. La sequence nudfotidique exogtoe est introduite 
dans un vecteur adenoviral sdon I'invention par les techniques dassiques du genie 
genetique, entre la repon d'encapsidation et ITTR 3*. 



10 



Une sequence nudeotidique exogfene peut €tre constitute d'un ou plusieurs gene(s) 
d'int6r6t et, de maniere preferee, d'interet therapeutique. Dans le cadre de la presente 
invention, un g^ne d'interet peut coder soit pour un ARN anti-sens, soit pour un ARNm 
qui sera ensuite traduit en protiine d'interet. Un gene d'interSt peut etre de type 
15 gdnomique. de type ADN complementaire (ADNc) ou de type mixte (minigene, dans 
lequd au moins un intron est dddte). II peut coder pour une protfine mature, un 
prdcurseur d'une protfine mature, notamment un precurseur destini k 6tre secrete et 
comprenant de ce fait un peptide signal, une protfine diim&ique provenant de la fusion 
de sequence d'origine diverse ou un mutant d'une protiine naturelle presentant des 
20 propridtds biologiques amdiorees ou modifiees. Un td mutant peut etre obtemi par 
mutation, ddetion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotide(s) du gene 
codant pour la proteine naturelle. 

Un gene d'interit peut Stre plac* sous le controle d'dements appropries a son expression 
25 dans une cdlule h6te. Par "dements approprids", on entend I'ensemble des dements 
n6cessaires i sa transcription en ARN (ARN anti-sens ou ARNm) et a la traduction d'un 
ARNm en protdne. Parmi les dements necessaires a la transcription, le promoteur rev6t 
une importance particuliere. II peut s'agir d'un promoteur constitutif ou d'un promoteur 
regulable et U peut 6tre isole d'un gene quelconque d'origine eucaiyote ou virale et m&ne 

30 adenovirale. Altemativement, U peut s'agir du promoteur naturd du gtoe d'int^rSt en 
question. D'une fi^on gdn^rale, un promoteur en usage dans la pr&ente invention, peut 
etre modififi de maniere a cortenir des sequences regulatrices. A titie d'exemples. un 
gene d'interet en usage dans la presente invention, est place sous le contrdle du 
promoteur des genes d-immunoglobuline lorsque I'on cherche a cibler son tnmsfert dans 

35 des ceUules botes lymphocytaires. On peut egaleraent citer le promoteur du gene TK- 
HSV-l (thymidine kinase du virus de I'herpes de type 1) ou encore le promoteur 
adenoviral MLP, notamment de I'addnovirus humain de type 2. permettant une 
expresaon dans un grand nombre de types cellulaires. 
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Parmi les gtoes d'int^rSt utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut citer : 

les genes codant pour des cytokines, comme I'interferon alpha, Tinterferon 
gamma, les interleukines ; 

les genes codant pour des recepteurs membranaires, comme les recepteurs 
reconnus par des organismes pathogenes (virus, bacteries, ou parasites), 
de preference par le virus VIH (Virus de Wmmunodificience Humain) ; 

les gfaies codant pour des facteurs de coagulation, comme le facteur Vm 
etlefacteurlX; 

le gene codant pour la dystrophine ; 
le gene codant pour I'insuline ; 



les genes codant pour des prot6ines participant directement ou 
indirectraient aux canaux iomques cellulaires, comme la proteine CFTR 
20 (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ; 

les genes codant pour des ARN anti-sens ou des proteines capables 
d'inhiber Vactivite d'une proteine produite par un gene pathogene, present 
dans le genome dHm organisme pathogfene, ou par un gene cellulaire, dont 
25 Texpression est deregulee, par exemple un oncogene ; 

les genes codant pour une proteine inhibant une activite enzymatique, 
comme Tal- antitrypsine ou un inhibiteur d'une protease virale ; 

30 - les genes codant pour des variants de proteines pathogenes qui ont 6x6 

mutees de fa?on a alterer leur fonction biologique, conmie par exemple 
des variants trans-donunants de la proteine TAT du virus VIH capables 
de competition avec la proteine naturelle pour la liaison a la sequence 
cible, empechant ainsi racUvation du VIH ; 



35 



les genes codant pour des epitopes antigeniques afin tfaccroitre 
rimmumt^ de la cellule hdte ; 
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les genes codant pour les protwnes de complexe m^eur 
dTustocompatibUite des classes I et n, ainsi que les genes codant pour les 
proteines inductrices de ces gtoes ; 

5 - les genes codant pour des enzymes cellulaires ou produites par des 

organismes pathogenes ; et 

les genes suicides. On peut citer plus particuUirement le gene suicide TK- 
HSV-1. L'enzyme TK virale pr&ente une afBnite nettement superieure 

10 par rapport i l'enzyme TK cellulaire pour certains analogues de 

nudfosides (comme I'acyclovir ou le gancyclovir). Elle les convertit en 
molecules monophosphatees, eUes-memes convertibles, par les enzymes 
cellulaires. en pr^curseurs de nucltotides. qui sont toxiques. Ces 
analogues de nucleotides sont incorporables dans les molecules d'ADN en 

15 voie de synthase, done principalement dans I'ADN des cellules en 6tat de 

replication. Cette incorporation permet de ddtrwre spidfiquement les 
cellules en division comme les cellules cancereuses. 

Cette liste rfest pas limitative et d'auti«s genes d'interet peuvent Stre utiHses dans le cadre 
20 de la pr^sente invention. 

Par aiUeurs, selon un autre mode de mise en oeuvre de I'invention, un vecteur adenoviral 
selon I'invention peut en outre comprendre un gene non-tii6rapeutique codant pour une 
proteine trans-activatrice de la transcription non-adinovirale. Bien entendu. on 6vitera le 

25 ou les gene(s) de la region ElA codant pour une proteine trans-activatrice. dont 
I'expression risquerait de rendre I'adfeovinis non-defectif. On choisira, de prtference. le 
gtoe codant pour la proteine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae. Son expression 
peimettra to propagation du vecteur dans une Bgnee de complementation telle que celle 
decrite ci-apr^s. Une teUe Ugnee est plus sophistiqute et permet de pallier k d'^ventuels 

30 problemes de toxicite due a la production en continue des proteines adenovirales de 
complementation. Le gtoe codant pour une proteine trans-activatrice de to transcription 
peut etre place, si necessaire. sous le contrdle d'flitaients appropri6s k son expression ; 
par exemple ceux qui permettent I'expression d-un gene d'int&et. 

35 L'invention a cgalement trait a une particule adenovirale ainsi qu'i une ceUule eucaryote 
h6te comprenant un vecteur adenoviral selon I'invention. Ladite ceUule est 
avantageusement une cellule de mammifere et, de prtference. une cellule humaine et peut 
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comprendre ledit vecteur sous fornie integree dans le g&iome ou, de preference, sous 
forme non-int6gree (episome). 

Une particule adtoovirale selon I'invention peut etre pr6paree par passage dans toute 
5 Ugnee de complementation foumissant en trans les fonctions pour lesquelies un vecteur 

adenoviral selon Tinvention est defectif. par exemple la lignee 293 de I'art anterieur. Ces 

techniques de preparation sont connues de I'homme de Tart (Graham et Prevec, 1991. 

Methods in Molecular Biology, vol 7, 109-128. Ed : EJ. Murey. The Human Press Inc.). 

D'une maniere optiom»elle, une particule ad6novirale selon I'invention peut fitre gdneree 
10 dans une lignee de complementation selon I'invention telle que d6crite ci-apr4s. 

Cest pourquoi la prfaente invention conceme egalement une lignte de complementation 
comportant un dement de complementation, comprenant notamment une partie de la 
region El du g6nome d-un adenovirus i I'exclusion de ITTR 5' ; ledit element de 
15 complementation etant capable de complementer en trans un vecteur adenoviral defectif 
et etant integre dans le genome de ladite Ugnte de complementation ou insere dans un 
vecteur d'expression. 

Dans le cadr« de la prisente invention, le terme "lignde de complementation" se refere a 
20 une ceUule eucaiyote capable de foumir en trans la ou les fonction(s) pour 
laOes)quelle(s) un vecteur adenoviral est defectif. En d'autres termes. elle est capable de 
produire I'une ou les prot6ine(s) necessaire(s) i la replication et i I'encapsidation dudit 
vecteur adenoviral, proteines precoces et/ou tardives qu'U ne peut hii mfene produire et 
qui sont necessaires a la constitution d'une particule virale. Bicn entendu. ladite partie 
25 peut etre modifiee par mutation, deletion et/ou addition de nucleotides, du moment que 
ces modifications n'alterent pas sa capacite de complementation. Ainsi. un vecteur 
adenoviral difectif pour la fonction El devra €tre propagi dans une lignee de 
complementation pour El (capable de foumir en trans la ou I'ensemble des protemes 
codecs par la region El que le vecteur ne peut produire), un vecteur defecuf pour les 
fonctions El et E4 le sera dans une lignee de complementation pour El et E4 
(foumissant les proteines necessaires codecs par les regions El et E4) et. enfin, un 
veaeur defectif pour les fonctions El, E2 et E4 le sera dans une Ugnee de 
complementation pour les trois fonctions. Comme indique dans Kntroduction. la region 
E3 est non essentieUe. et ne necessite pas d'6tre spedfiquement compietee. 

Une Ugnee de complementation selon I'invention peut etre derivee soit d'une lignee 
cellulaire immortaUsee, capable de se diviser indefinhnent. soit d'une Ugnee pnmaire. 
Confbmiement aux buts poursuivis par la presente invention, une hgnee de 
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complementation selon .invention Lmile pour I'encapsidation de n'importe quel ve««,r 
adenoviral defectif et, en particuUer. dW vecteur adenoviral defect^ selon Hnvent.on. 
Ainsi, lorsqu'on utiUsera ci-apres le tenne "vecteur adenoviral ddfectif. .1 dott etre 
ertendu qu-d fait reference a un vecteur defectif qudconque. de I'art ant6neur ou de la 
5 presente invention. 

Par "element de complementation", on entend un acide nucleique comprenant au moins 
la partie du genome adenoviral en usage dans le cadre de la presente invention. D peut 

J. .. ~ ^ia««:H!nii<> nil viral oar exemole 
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la panie ou genome auciiu»"« o . . i« 

etre insere sur un vecteur. par exemple de type plasmidique ou viral, par ex«nple 
retroviral, adenoviral ou deriv* dhm poxvirus. On preferera n&mnoins le cas ou d est 
integre dans le genome dWe Ugnte de complementation selon I'invention. Les methodes 
pouf introduire un vecteur ou un acide nucleique dans une lignee cellula.re e 
Ltudlement rintdgr« dans le genome dWe ceUule constituent des techmque 
conventiomtelles bien com^ues de I'homme de I'art. de m6me que les vecteurs utjhsables 4 
de teUes fins. Uelement de complementation peut etre introduit dans une hgnee de 
complementation selon invention, de fa9on prealable ou concomitante a un vecteur 
adenoviral defectif 

Selon un mode de realisation spicifique. une Hgnfe de complementation selon I'invention 
20 est destinee 4 complementer en trans un vecteur adenoviral defectif pour la fonct.on El. 
Une telle lignee presente I'avantage de diminuer les risques de recombmaison puasque. 
contrairement i la lignee conventiomieUe 293. elle est depourvue de ITTR 5' present dans 
les vecteurs. 

25 Dans le cadre de la presente invention, une Ugnee de complementation selon I'invention 
peut comprendre tout ou paitie de la rfgion El A du genome d-un adenovirus et : 

(i) tout ou partie d'au moins une region du genome adenoviral seiectionnee 
parmi les regions ElB, E2 et E4, ou 

Cu) tout ou partie d'au moins deux des regions ElB. E2 et E4 dudit genome, ou 
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(ui) tout ou partie des regions ElB. E2 et E4 dudit genome. 

Dans le cadre de I'invention, lesdites regions peuvent etre placees, si necessaire. sous le 
controle d-eiements appropries permettant leur expression, mais. on prefere les placer 
sous le controle de leur propre promoteur. inductible par la proteine trans-acdvatnce de 
transcription codee par la regjon El A. 
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A titre indicatit une Hgnee de complemcmation selon la variante (u) comp«nant es 
regions El A, ElB et E4 est destinee a la preparation dW adenovirus defectrf pour les 
fonctions El et E4 del6t6 de tout ou partic des regions correspondantes. 

Sdon un mode avantageux. une lignee de complementation selon Vinvention, comprend 
notamment tout ou partie de la region El A et I'integralite des sequences codant pour les 
proteines precoces de la re^on ElB. 

Par ailleurs. selon une variante de ce mode de realisation, une lignte de complementation 
selon invention peut. en outre. «tre depourvue de la region promotrice de la region 
El A Dans ce cas. la partie du genome adenoviral codant pour les protemes precoces de 
ladite region ElA sera plac^e sous le controle dW promoteur htologue appropni et 
fonctiomiel dans ladite Ugnee de complementation. D peut etre isole de n'anporte quel 
gine eucaryote ou viral. On ivitera, cependant, d'avoir recours i un promoteur 
adenoviral d'une region precoce. H peut s'agir dun promoteur constitutrf. A titre 
Lmples. on peut citer les promoteurs du vin.s SV40. du g^ne TK-HSV-l et du gene 
murinPGK. 

20 DHme maniire alternative, le promoteur retenu peut etre regulable et avantageusement, 
inductible par une protfine trans-activatrice de transcription non adenovirals, n peut 
s'agir d-un promoteur isol6 d'un gSne naturellement inductible ou d'un promoteur 
quelconque modifie par I'addition de sequences d'activation (ou UAS. pour Upstr^m 
Activating Sequence en anglais) repondant i ladite proteine trans-activatnce. De mam^e 
25 plus particuliere. on prefere utiUser un promoteur inductible par la proteme C3al4 de 
Saccharamyces cenvisiae et. de preference, un promoteur hybnde constitue dun 
promoteur dit "minimum" contenant uniquement les sequences d'initiat.on de la 
transcription CTATA box et site d'initiation) d'un gene quelconque (par exemple du gene 
TK-HSV-l ou MLP d'Ad2). en amont duquel on a insere au moins une s«iuence 
30 d'activation du gtoe GallO de Sacckaromyces cerevisiae (Webster et al.. 1988. C^52 
169-178) Cette denuere peut etre synti^tisee chimiquement ou isolee du gene GallO. 
selon les techniques dassiques du gdnie gfedtique. Ainsi. le promoteur hybnde ne sera 
active et n'induira Vexpression des gtoes codes par la region ElA plac^ sous son 
comreie. qu-en presence de la proteine Gal4. Puis, les produits d'express.on de la re^on 
35 ElA pourront i leur tour, induire I'expression des autres regions precoces ElB. E2 et/ou 
E4 eventuellement comprises dans une lignee de complementation sdon ImvenUon. Ce 
mode de realisation particuUer de I'invention, evite la production dune mamere 
constitutive (eventuellement toxique) des proteines adenovirales necessaares a la 
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complementation. Ainsi. I'induction peut fitre declenchee en pr&ence d'un vecteur 
adenoviral defectif selon finvention cxpiimant la proteine Gal4. Cependant une telle 
lignee peut egalemert 6tre utilisee pour preparer ntaporte quel vecteur adenoviral 
ddfectit 4 la condition toutefois de foumir en trans la prot^ine C3ai4. Les moyens de 
5 foumir en trans une proteine sont connus de I'homme du metier. 

D'une maniere generale, une lignee de complementation comprend une partie du genome 
d-un adenovirus qui derive avantageusement d'un adenovirus animal, comme un 
adenovirus canin ou aviaire ou. de prtfirence. d'un adenovirus humam et, tout 
10 particuUferement,dutype2ou5. 

Une lignte de compWmentation selon invention comprend notamment la partie du 
genome d'un adinovirus humain de type 5 s'etendant : 

du nucleotide 100 au nucleotide 5297 de la sequence teUe que divulguee 
dans la banque de donnfe Genebank sous la riKrcnce M73260. ou 
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Cii) du nucl6otide 100 au nuddotide 4034, ou 
20 0«) nucleotide 505 au nucleotide 4034. 

Avantageusement. la partie du genome selon C«) est insdrte en amont d'un signal de 
temunaison de la transcription, comme par exemple le signal de polyaddnylation du vmis 
SV40 (Simian Virus 40) ou du gtae B-globine de lapin. Alors que la partie selon (m) qu. 

25 ne compr«id ni les sequences promotrices de la region El A. ni le signal de terminaison 
de la transcription de la region ElB est placee sous le controle d'un promoteur 
approprid. notamment d'un promoteur inductible par la proteine GaI4. et d'un signal de 
terminaison de la transcription, par exemple celui du gene D-globine de lapin. Une teUe 
lignee de complementation est consider^ comme particuUferement sflre car depourvue de 

30 la majorite des sequences communes avec un adenovirus ddfectif. 

D'autre part, une Ugnee de complementation selon I'invention peut comporter la partie de 
la region E4 d'un adenovirus humain de type 5 allant du nucleotide 32800 et se temunant 
au nucleotide 35826 de la sequence teUe que divulguee dans la banque de domiee 
35 Gowbank sous la reference M73260. 

Par aUleurs. une Ugnee de complementation selon I'invention pent comporter l'««emble 
du genome d'un adenovirus naturel, a I'exception de la region d'encapsidation et des ITRs 
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y«3'et den«m*retout4toprt»rfc,tapanledagtoMedtaai«n<«i^ 
tp. 5 aU«« du m,a«oUd. 505 « s. «nnman. au »»cl««ld= 35826 -^J- 

^ ^ ^ " '^'^^ 

I U inv«,Son, «a«i «. plac*. »u. 1. con.r6.e dto promCeur ^ropne^ 

5 on ««. d. prtBroK.. ««>un i promotor inductibl. par 1. pro,«ne G.14d. 

acJU« Un. ««. U^ie pe^enra d. comp.»«.« ."J-" 

diftctif pour 1« fonc^ons El, E2 « E4. d.m ««~r 

minimum selon Vinvention. 

!^d.lplta««i™c»npr=«nl»ou«,.n Bin. coda™ pour u„™ar,„«^r 
p— U dtocto. « nsolmen. des cellol« U compon^.. Dan, I. 

,5 mmf«^ d. saection. c««Ka «Mnt ,4nfci«nent connus do Itonm. do Ij^ 

col. per 1. pnromydne te*« P») ""S™" " ' " 

puromycine. 

20 D..stec«i.,d.Upria««tav««io^te gin. codan, pour u„n«r,u»d.^^on 
p«« to pUc* sous 1. comra. des appropnis p»n«n.n. son «cpr«s.on. H 

ij^ pron«„«. constoffi conunc 1. promccur prto». du vm« SV4a 
on prifiSrcra «n promottur tod„c6bl. par 1. pro<&» «.s-««n«.« cod« 
^^0 E.A. «. par^cuU^ proa»«»r »«novW E2^ Uno «». con,b.na..»> 
25 lodi uno plon do saw™, pour ^ainunir V^cpr^ion des B*„« de >a^ 
E A d»» do co»pl*.=««ion ado. Hnvcndon. flns da 1. P^ 

et/ou addition de nucleotides. 

30 salon un mode de r*aB,adon u>u. i fai. pr«Sr«, una Bgn*. do "»P":rte 

rinvenHon es. dW.*. dV«» Hgn^e cdluWr. .ccepoM. ->f^^=^.7„ 
phannaceuS-lue. Par -Hp^ cdluWr. accep-M. dHm po* d. vu. P^^Te^^ 
enlend une lignfe cdluUr. aracUd* (do« " comwnt rongme « Ihstoir.) eUou 
^di«4^po«rUprodu«ion4grande^cheB.daprodui«d«.n«au„us. 

d. K«s pour des essai. cU.,u., avanc^ ou ^'^^^^^ 
vem.) De teUes Bgnto soM disponibles dans des orgamsmes teU que 1 ATCC. A cet 
^•o?p«« n^nlnner Us Ugnies de r*. de singe veH d'A«,ue Vero. de r» de 
laer dor* ou s,nen BHK, tannine dWv«e cardnome d. poumon A54!.. 
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humaine pulmonaire MRC5. humainc pulmonaire W138 ct d'ovaire de hamster chinois 
CHO. 

D-une manicre alternative, une Ugn6e de complementation selon Vinvention peut deriver 
5 de cellules primaires et notamraent de ceUules de retine prelevees dW embryon humam. 

L'invention concerae egalement un proced6 de preparation d^e particule adenovirale 
selon l'invention, selon lequel : 

on introduit un vecteur adteoviral sdon l'invention dans une lignee de 
complementation capable de complementer en trans ledit vecteur. de 
manicre i obtenir une Ugn6e de complementation transferee, 

on cultive ladite Ugn^e de complementation selon des conditions 
15 appropriees pour peimettre la production de ladite particule adenovirale, 

et 

on recupfere ladite particule dans la culture ceUulaire. 

20 Bien entendu. la particule adenovirals peut Stre recuperee du sumageant de culture mais, 
^alement des cellules selon les protocoles conventionnels. 

D-une maniere preferee, un procedd selon l'invention met en oeuvre une lignee de 
complementation selon Knvention. 

L'imrention a egalement pour objet I'usage therapeutique ou prophylactique d'un vecteur 
adenoviral, d-une particule d'adenovirus. d-une ceUule eucaryote hfite ou d-une lignee de 
complementation selon ISnvention. 

30 La presente invention est enfin relative a une composition phaimaceutique comprenant a 
titre d'agent therapeutique ou prophylactique un vecteur adenoviral, une particule 
d'adenovinas. une ceUule eucaryote ou une ceUule de complementation selon 1'mvent.on, 
en association avec un support acceptable d'un point de vue phaimaceutique. 

35 La composition selon l'invention. est en particuUer destinee au traitement preventif ou 
curatif de maladies telles que : 
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des maladies gdnetiques. comme VhemophiUe. la mucoviscidose ou la 
myopathic ceUe de Duchene et de Becker, 

. des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des virus, 

' . des maladies rdtrovirales. comme le SIDA ^drome de 

rinununodificience acquise resultant de linfection par le VIH). et 

. des maladies viralesrecurrentes, comme les infections viralesprovo^^^^ 
jQ par le virus de Vherpes. 

pharmaceutique. 

a un patient ayant besoin d'un tel tnutement. 

U p«se«. invenUon «. plus comp««m- d«cri« « ~ «« Kjur^ «iv«« 
« i I'aiJe iM exemp'M Mivmls- 



35 



^Tr.^ „ u**. »bto»r» d. 0 » .00), -quan. re»pUc=me« d« 



dii!&:ents genes. 
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pTG1655. 

LaF-gur. 10 «. une «prf»««io. sd*n«i,ue 4. v««ur pTGSSM. 

p„ p.»«. dans to souch. £ictencto "Sj^'^ * ' -„ „a.g. dans £ 
35 (1990, edite par Imus, Gdftnd, Sransicy ano 



5 
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^pra). Mais d'autres protocoles permettant tfintroduire un acide -^l^^J^l'^^r 
Z2 peuvent .gaien^ent .tre employes, tels .ue la tec^^que a« ^^^^ 
Laroporation, les methodes basees sur les chocs osmotiques. la nucromjecuon dune 
cellule s^lectionnee ou les methodes bas6es sur I'emploi de Bposomes. 

Les fragments inseres dans les differentes constructions decrites ci-apris, sont indiques 
precisdment sdon leur position dans la sequence nucleoudique : 

. du genome de I'AdS telle que divulgute dans U banque de domiees 
Genebank sous la reference M73260, 

du genome de Taddnovirus de type 2 (Ad2). teUe que divulgufc dans la 
banque de donnees Genebank sous la riftrence J01949. 

15 . du genome du virus SV40 telle que divulguee dans la banque de domiees 

Genebank sous U rtference J02400. 

^--^^ ....n .H^nn^nnr "m^mf" rW<?nm ^mOJ^ 

p^^i ff ^ff la r^gioiT ^'^nrapsidation. 

fffiff'^'j /** tmrlinlide 184 



10 



25 



30 



35 



On constmit un vecteur comprenant 

I'lm 5- du genome de l'Ad5 (du nudfetide 1 au nucleotide 103). 

la region d'encapsidation de I'AdS comprise entre les nucleotides 104 i 458 dans 
■ t^ria portion allant du mideotide 184 au nucleotide 273 est deletee et la 
Sit ^Tposition 176 est modifi^e en une cytosine (C) aBn de cr.er un «te 
de restriction i4fl/n, 

rAd2 (nudtotides 5779 i 6038). les sit« d. «tnc«>n ^AM-H-rfm « 
^,^;rr««pto.*u«v.B«.»l.ph«d.U»Wuam«»P«*o»470), 
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les sites Pstl, Xho\ et Sail et enfin le signal de terminaison de la transcription du 
viius SV40 (nucleotides 2665 a 2538), et 

. le fragment du genome de I'AdS s'dtendant du nuclfetide 3329 au nucltotide 6241. 

^ Dans un premier temps, on clone entre les sites £coRI et £coRV du vecteur M13TG13 1 
(Kieny et al.. 1983, Gene. 26, 91-99) le fragment £coRI Smal isol6 de pMLPll. Cette 
construction est issue de pMLPlO (Levrero et al.. 1991, Gene. 101, 195-202) et diTere 
du vecteur parental par I'introduction d-un site Smal au niveau du site Hindai. On 

10 obtient le vecteur M13TG6501. Celui-d est soumis k une nuitaginise dirigie afin de 
deleter les sequences comprises entre les nucleotides 184 k 273 de la r6gion 
d'encapsidation. La mutagenfese dirigfe est realist & I'aide dHin kit commercial 
(Amersham) sdon les recommandations du foumisseur, et met en oeuvre 
I'oligonudeotide OTG4174 reporte dans I'identificateur de sequence n»l (SEQ ID NO: 

15 1). U vecteur mut* est design^ M13TG6502. La region d'encapsidation ainsi deletee est 
remtroduite sous forme dhm fragment EcdBl-Bgm, le site BglO. 6tant rendu franc par 
traitement a PADN polymerase Klenow. dans le vecteur pMLPll digere par EcoRI et 
Smal. 

20 Le vecteur obtcnu, pTG6500. est dig&e partieUement par Pstl, traits k I'ADN 
polymerase du phage T4 puis dig^ri par Pvul. On insere dans ce vecteur le fragment 
Pvul'Hpal isoie de pTG5955 (derive de pMLPll). Ce fragment comporte le signal de 
terminaison de la transcription du virus SV40 et la partie du genome de I'AdS s'etendant 
du nucleotide 3329 au nucleotide 6241. Le vecteur pTG6505 ainsi genere est digere 

25 paitiellemem par Sphl traite k I'ADN polymerase du phage T4 et religue. ced afin de 
detruire le site Sphl situe en 5" du polylinker. D resulte le pTG65Il, dans lequd on clone, 
apres digestion par BamHl et trahemcnt k I'ADN polymerase Klenow. I'ADNc CFTR 
humain sous forme d-un fragment aux extremites frandies gener* par digestion Xhol et 
Aval et traitement a I'ADN polymerase Klenow. On obtient pTG6525. A titre indicatif, 

30 I'ADNc CFTR est isol6 d'un plasraide de I'art anterieur, td que pTG5960 (Dalemans et 
al.. 1991, Nature, 354, 526-528). 

2. Cnrnftruction d'un vecteur "ottAnui" camm onfmt une deleUon du nucleotide 270 
mi micleatide 346 de la region d'encapsidation. 

35 

Le vecteur M13T(j6501 est soumis a une mutagenese dirigee mettam en oeuvre 
I'oligonucieotide OTG4173 (SEQ ID NO: 2). Puis le fragment mute est reintroduit dans 
pMLPll, comme indique precedemment, pour generer le vecteur pTG6501. Ce dernier 
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est digdr^ par Sphl, traite k I'ADN polymerase du phage T4. puis par Pvul. On obfent 
pT(St6 O^igJe 2) par clonage du fragment P^l-Kpnl (le site Kpnl ayant ete rendu 
franc) isole de pTG6525 ct comportant I'ADNc CFTR humam. 

Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagenese dirigee afin de deleter les 

s^uences comprises entre les nucleotides 287 et 358 de la «ncap^^^^^^^ ^ 
, 0 modifier les thymines en position 275 et 276 en guanines pour mtroduire un s.te Ncol. U 
It 1 tr^isee i I'aide de I'oligonudeotide OTG4191 (SEQ ID NO: 3) pour 

ZZZTc^Tc. dernier est cUv6 par B^m, trait, i VADN polym^ Klenow 

pi gTre par £c.ia et on purifie le fragment correspondant que on mtrodu. 

Z%Jn dig^r. par ..oRI et S.al. On g6n.re pTG6504. f^^^^n^^;^ 
15 i^gmL*«(^te rendu f«nc par traitement a I'ADN polymer^e^ 

nnfron insfere entre les sites J^nl (rendu fi^c par traitement i la T4 polymerase) et 
T«5" on obtientTT065I3 qui est trait. par.^HI et i'ADN P^^^ase 

KLwLtd-ins^rlefragment^«,IetA7.oIdepTG5960pourdonnerpTG65^ 



20 4. 




25 



30 



Les adenovirus ddfectife recombinants sont g6n6r6s par co-transfection dans les cellules 
^3 ^TZt«525. PTG6526 ou pTG6546 lin.aris6 par CM et d'ADN genom.que de 
293(lesonpivre;> ,v low Cell 5/ 543-551) igalement digere par C/al. de 

: -^^^ 

oar cartographi. de lestrioi-m. Des stocks v.i»K (A<rrCi6525, Aiir«.5« 

L. vifus WTG6M4 est place en situation de compWtion par co-inftction avec I'Ad- 

^(tsenSMd « 1.. 1992, Cell, «, M3-155) qui comport, un. regton 

CFTR (Kosenieiu « r.. l.s cdlolK 293 par 5 ufc (uniti fbrnom d» 

d'Micapsidation de type sauvage. On uifret. cdMM i« par Pi 

p,ag.s d'Ad-CFTR e, 5 uf^ d'AdT«5« par cdtale. On » P"-"* 

Ll^ par la m«hode d. Hifl (Gtem» et V«. DoreM983. 1. Virol, «. 91-103) « 

r^^N ^ 1.P« «^ de, cdMe, .«= 0,2 V. dtocdrolat. pu. a«c 

^1 Alors ,^ <P-«i« «.ta. *Ad-CFIR .. d'AdTG6546 «. » 0 y 
. e^ron 3 foi. moin. * ADN d'AdT065«i ,ue d'ADN d'Ad-CTIR e»=.ps.de. 
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. , ^kx^a. rvm rfans les extraits cellulaires de 
5 IWicon-s monocle™! »**TG'ra' Jto. 

non attenue Ad-CFTR. 

10 




I QhtentiOA 

A ' A 4 ««rtir d-un vecteur plasmidique pTG6581 compreaant de 
Un td adenovirus est g6nere a parur d un vecicur p 

5' vers 3': 



20 



25 



30 
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ITTR 5' de I'AdS (des nucltotides li 103), 
lartgiond'encapsidationderAdS (des nucleotides 104 i458). 
^es6.uencenuc..otidi,ueexog.neco™ponantunecassette 
comprend les elements suivants : 

d. rAiB (midfetite 6039-S079 ; nud^Wdes 7101-7175 
"^l^ti, : ces lead.. so« i^u, * d'augn^-e reSc^U 
de tnrfoction deJ jiquencM iiis&te oi aval 

Z^£»RV,/*<.i«Wo«-»bl«po»..ctoa,.*unB«»d«»«. 
. »gtodW«r«t,co™mel=.tocoda«po»rl.p«UineCFTIl, 
. te,^d.»n™»».d.UU««rtp.ionisoUduvtaSV40(»,*te 

2543 i 2618). 
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.M*n«viral de I'AdS aUant des nucleotides 4047 k 6241. 
. la portion dug&iome adenoviral flc I 

. . ael-AdSs'etendantdu nucleotide 4047 au nucleotide 4614 est 
Le fragment du genome de 1 Ad5 s etena 

5 amplifie par PCR i partir de "^^-.^^ 5' un site B^m 

JorcesensOTG502USEQIDNO:4,c^m^«n^-^^^ 

aestineUaciUterlesaapesdedon^^^^^^^ 

ID NO: 5.) Le fragment ams, genere est e p ^ ^13X06517. La 

clone dans le site ^ol de M13mpl8 (^b^o mO. d ^^^^^ ^^^^^^^ ^^.^^^ 
,0 sequence ^ f^^ent ^n^^^^^^^ 
dassique (Sanger et al., if ' rrw*- 

. ,xj -xiiTPil n est done entre les sites Pv«I 

,5 i rADN poUnUrase 41 phage T4 setoo to m«»o 
«aeutpTG6547. 

option d„ vi™. S^*-,"^^^*^. U»« « d« d. 

poon^t «te uttoa. On oboaM 1. vaa P ^ 

E*..ftag«an,toW^d.pTO65« ^,^,,0 0„ 

compoitant tADNc CFTR !««»•■». as. done aan 

gto4repTG65»l(Flgn»')- 

'° .ad^.---"-ttdi~'^:;*^^ 



dassique. 
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M13TO130 (Ki«>y « 1., ^ „^ 503.5O8). 

„^ sto d. PTO'457 pour f „«.™«n. un «»= 

30 pTGl670, pour donner pTG1676. 

..^«.^«de>.AdS»^nd,«»;^--'.:-:-^^^ 

0106079 -.SEQ ID NO: „ ,xG1673. On 

taote du veceur pT01676. te ft.8m«>t B»HI-*iWl CO p 
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• • . „ 5- de la region E3 et on I'inserc entre les sites BamW. (position 27331 

2S390) des vecteurs obtenus . l^ape prec^- ^ 
IVr nTG1977 et pTG1978. Puis le fragment EaXL obtenu de chacun de ces d«« 
generer pTG1977 «^ P^^^ ,emplacement du fragment EcoU sauvage. On 

. ^^toi^rrz':^ — .^r ::-ro 

polym6rase) de pTG6584 (exemple 3.1). 

• I ^.«,iA«nvims nar recombinaison homofogue dans une Ugnee de 

„mpltaen»»o. pour 1, ^""^ f ' ' ^. c. a«i« condent I. gta. U 
Invest., 90, 626-630). 

^° . J. -Annmedel'AdS comprise entre les nucleotides 27325 

r«d. d« mOKes OTG6064 « OTG6065 (SEQ ID NO. "j,"™ 

. ■ I. Ike Snol ie MUmplS, poor doimer 
Le ftajmat m.pli« est done dans le 'f^ *~ ° j„ i„^i, dans le 

30 E3 oanpria. o«te lea nudeoodea 27872 a 30W q P ^ 
,3^e plus p«H. de I. r^ion « *^ 1^ d^ nucl^oUdes 

3522S a 35935 (comj«« ^^^^^'^j, „ ,r>. Celui^es,, en.i«. 
VaidedesamoicesOI054«letan>«MV v u,iTfi6Sl!> D'aunepait.levecteur 

O^I^STp^*: «. « par » U Kl»»« ,»» 
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B^/EH purifi^ de M13TG6519. pour generer pTC36590. 

Tr^s«4 est un vecteur pUC19 (Gibco BRL) qui contient les 

religation. 

« teltodult tos te sit. SmcS ae MWmpU „ ^ d. pTG1670 

20 site Jaal du vecteur pTG6590AE3 («cemple 3.1.)- 

complementetion pour la fonction El. 
On.pUae.sparUesdu..o.ead.o..s.^^^^ 

et 35827 i 35935 i partir d^ne P«P««^«"J»^^^ ^^^^^ ^ OTG5481 (SEQ ID 

NO: 22 et 16) respectivement. ""^"^^^^^^ en mettant en oeuvre 

35 PO-^vie.panirdH««a^u.e^ ^^^^^ 
les oligonucleotides OTG5728 et ^ ^ 

nudtotides 31803 & 35935 avec une deletion de imtegrauie 
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de M13rapl8 pour donner M13TG6521. 

dormer pTG6588 (da^tion de E3). 

. D T^-nTrrf588un fragment d'ADNsynthdtiqueprovenantde 
10 On introduit dans le site Pad de ^^^^^AZ^TmG606\ OTG6062 ct OTG6063 

transcription des genes tardife L5 sont amaiorfe. 

. . • u fkA\VA\ dont le Rcnome est delete de I'int^gralitd 

de U rtgion E4 (nudtoudes 32800 a 35826) « j pTGSSOO ou 

. -J oQ^o9 ^ ^0470^ par Ugauon des fragments dpei isoi» u^. p 
(oudtotides 285M a 30470 , par b me lignfe celKitaire de 

,,.3. Pro. Nai A.^. S».VSK^. « > ^ 

:i^:,c"tr."rj^%-.„px«s8.,^ 

Spel-Scfll isole de pTG1659 (exempie ^ ) ikaneDaa& de I'AdS des 

. ^Miir nTG6S9l CedemiercomporteJesscqucnucsu 
mSmes enzymes, pour obtenir pTGOSV i. . .j I'int6gralit6 de la 

digW par FaA. le ftagment dADN ^« J —onWnaisca. homolOBne emre 

Les particules ad«no,tales peuven. e« obtem... par ,„ 
,.ADN gtoomi-^e d. rAd dD24 dive par !=• phsnude. pI0659> - P 

cUve par fiowHI. 



20 



25 



30 



35 
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elements suivants : 

I'lTR 5' de I'AdS (des nucleotides 1 a 103) ; 
^ . iaregiond'encapsidationdel'Ad5(desnucl6otidesl04i458); 

une s^ucnce nucltotidique exogene comprenant : 

* un premier gene d'interfit therapeutique place de prdf^rence sous le controle 
de^epromoteurafind'obtenirune^^^^^^^ 
proche possible de la regulation natureUc, 

. undeuxi6megteed'int6r6tconstitu«dugtoeHC.HSV-l.et 

. den^ni^fecultative, des sequences nucleotidi^^^^^^^ 

pourdesraisonsd'efficacit6dereplicationoud-encaps.dat.ond^^^^^^ 
quelatailletotaledugenomeaencapsidersoitcompr«eentre30et36kb. 



20 



25 



30 



t m MC. Cdl. m, 4, 260-267) pl.c«. ■= 



et 



rriR 3- de VAdS (des nucltotides 35833 i 35935). 

T . de ces differents fl&nents est rdaHse sdon les techniques standards de 

L'assemblage de ces araerenu. 5„fr-ri«w comprenant un tcl vecteur se fait 




Cdle-ci comporte : 
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804 ; dflftion d-un G en position 820), 

^ . A o^nome de I'AdS aUant des nucleotides 100 a 5297. Ce fragment 

15 fonctionneUe. 

:ri:^ ri:::^ v:^.'.^ ^ . »^ - - 

20 plasmide pTG6l64. On obtient le vecteur pTG6528. 

T vcM niiTilliT D 1989 Bio/Techniques, 7, 980) et 
U «. »su d. P^^-^^^^'j^ prt»» ™u, SV40. 

c<„„«nd to g«n. pac «L><iu» d». M13TG131 p<«r 

Briiv«n«,l !. ftagm«>t H^-IQ«i de f^^, « hgmen. 

J- uiiTOdlM OiimsiredaiBcedeniier,digerei«r«'«'"*'' ' ^ 

donnant Ueu k pTG6164. 

Tn6528 est dig6r6 par P^rt et on introduit au niveau de ce site le fragment 
Uvect^rpTC^528 estd^p .^^ ,1, 

Pstl isole de PT«185^«^P^' „tG6529 Ce dernier est soumis a une digestion 
35 transcription deSV40 on obU^^C^^^^^^^ 

Econ^Hpal et Ugu6 i deux fragments, dune pan u gm 

826 4 5297) purifi6 de I'ADN gcnomique d AdS et '^-^^^^ '^ p^R est 

PCR aux extr&nites EcoHl et fl^EI. pour donner pTG6531. U fragmen 
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^ VADN ttenomique d'AdS et des amorces 

paragraphe pr6c6dent. 

5 ^ 5 umt6s de transcription (celle de la region El et 

cdledu«*n.I>«)*>«l'memeon««moa^ ^ 

o. ^ PU« d»» 7^^^^ ^ PT0653, 

iv.nre^ en tnitaiM te pT<3«531 par Bmim « en rengw 
,„ !:::t2»™do«p*enun...rten»a..reve™de.d»xu^ 

Tr^533 est wmsfecrt dms ul» lignfc celhitaire mamouftre, par e«mpte U 
L. vea«» PT0«33 ^0.185) pa, I. .«*riqu. au phospWe 

UBneeVero(ATCC,CCUll)o»~ reoommiidatioiB du 

15 fb«rt»>«"«''»''***'*^™'"nr^eeUonnelesdone5r««u««rl^ 
™ lvalue rexpre^on des gen«* ^ ^ .o»p*ne««i.. p»r U • 

20 Texemple 2. 

0„^,».p«sal=.*.a^cMa«^^^.-^^ 

p„ No«h»n bW ». "■^I'S^^^p.rta-.oprWpiuSon 
p„4^d«pro,*tocodiesPa,U,ep»ElA«.d^P 

25 aprts marquage d« » """"^ * " 

(Oncogioe Science Inc., reKraice DPI 1). 

30 ''^•^^^■^Z r^^Tj^ comprena* g^ne CAT 

^:LrA:^rrj:nL3:^^"«— 

H„..onp»«ln^erce,ce«„,e.parrAd.>^-M(S«^^ 
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c„„v«*on«l (voir ^me^ Maniatis « 1., 1989, s«pra). Us clones positiS son. 
X^=n,oi,us«.48h«,sap,^l'i»f.o.o.o„r^.e,.^«J- 

C „ udUsan. aes cdlul« 293. u npp«« to ob.»u sur 1. d. d.p.n 
constitue le fecteur d'amplification. 




10 Les vccteurs pTG6557, pTG6558 et pTG6559 comprennent 



15 



20 



(i) one cassette d'expression du gine pac (nucleotides 252 i 90S con«ne 
precedemment) sous le contr61e : 

. du promoteur E2A de rAd2 (nucleotides 27341 a 27030) (dans 
pTG6558), 

du promoteur E2A de VAd2 ddleti des sequences comprises entre les 
nucleotides 27163 i 27182 (pour pTG6557). Une teUe mutation pennet 
de diminuer Ic niveau de base du promoteur E2A. sans affecter 
rinductibitite par la protane trans-activatrice codte par El A. ou 



du promoteur prteoce SV40 pour pTG6559. 



25 



30 



35 



Dsn, les uois «s, die compone ^gslonem «. 3' 1. *gn- d. tenons'- de U 
uaMoiptlon d» viius SV40 (micliotides 25« 4 J618) ; et 

fih ™e CBS.™ dtap«.io. co»po«« 1. psnl. de 1. rtgion El de I'AdS alto, des 

H« ^uences codant pour les proteines prccoces de la region ElA, le signal a 
IXXrlsLip^on de ElA, le p^^o-eu, E.B C»ducdb,e p„ . 

^„„ ElB. Elle todu. «gal««n. fes .*,u»»« c»W pour b pn«»ne K 

Z^^en. 1. r^on E.B. Cpen-M. .«e ... depoorvue du ^^^ l 
rigio. ElA d» sig«a de wntohon d. h «nsa,p«on des u«.« 
Z^ptomdles ElB K. Afi. d. pennetB. r«pression de, sequences de la 
in^dui. «. y du h^en. adenoviral, le pron,o.eur u gene ™r,n 
^ T le ■ig»a d. ttnnm.i«» d. 1. »a.»ripta du gtae B-globme d. lapu. 
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(»cliotid« .542 » 2064 de U ^ ^ ^ 

Genebank sous la reference K03256). 

interferences transcriptionneUes. 

^ i FADN polymtais. Klenow puis mtroduit dms A** 

<««»~'^f°'T^!T,X to. 6«. 65.74).. Ce... tope donn. Ue» m 

de I'AdS debutant au nucleotide 505. 

„ u fra«nent A7«,I-flawHI. dont Textrimite genirte par ATioI est rendue 
Par ailleurs, le firagmeni jlhoi oumL^ ni^rMG Neo 

^RV afin dV inserer un fragmen u ^^^^^^ ^J^^ utiUse 

nucleotide 4034. Ce fragment est ^^^^^J^^f^^J^ ^,,es OTG5015 qui 
uneprepan.tiond'ADNgenonuquedAd5at.ttede^ce^ ^^^^ 

35 recouvre le site interne Sphl en position 3665 (SEQ ID NO. J 
comprenant en 5' un site Bgia (SEQ ID NO: 3 1). 
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T . fragment PCR est traiti par I'ADN polymerase Klenow avant d'etre clond dans le site 
Le fragment PGR esitraiwp verification de sa sequence, le 

Snuil de M13mpl8. generant '^'^^'''^''^l^^^^^^^^ 
fragmentPCRestresortipard.ges«onparBg/n tnne^^^^ de pTG6551. n en 

et digestion par Sphl. II est insere entre les sites Sphl et EcoKW p 
5 r6sultepTG6554. 

. ^ . «Tfi6529 fexemple 6.1) est soumis i une digestion par les 
D'autre part, le vecteur pTG6529 (««nP'«^ ^ comportant le gene pac suivi 

I7-/.T 0* Hittdm On ourifie le fragment de 2,9 ICD compon«uu we f 
enzymes Hpal et ifiwau. un puiu rriui-ci est littue au fragment 

10 SfiaI-/K«flnisol6depE2Lac(Boeuiei alternative, il peut 

cas, pTG6550. 

15 r- ^i»T R/nnHl On inserc entre ces sites, le 

On obtient le vecteur pTG6558. La meme e«p 
(exemple 7.1) g^nere PTG6557 et PTG6559 respectn^Hnent. 

On g&iere respectivement pTC36564 et pTG6565. 

nTG6S57 OTG6558 pTG6559. pTG6564 et pTG6565 sent transfectes 

le virus dhm fecteur supirieur i 100. 
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dTnudioUde 505 i 4034. C«p«.<iant r«pr«si<m <l.s iiquenoB d. 1. «gion ElA «t 
^ 1 P *Ad2 flATA box « ignd dWiiatUm (te U traMcnpu 

piaci oi 3' 4e rmltf tnmcriiilioiiiiene ElB. 

Srrw- 32 « 33) S.W d« proa»«ur MP d'AdJ « ^ en son 

m 5 L sit. M « » so. 3' dto itt i-M. U si« W «. r«.du 

2r5'^d^is;ffla.«*»m.Ap*«g«.onp.AiaU— est^nduc 

tomcbe pst iraitOToa i >> Henow poljm*""- 

fr.,««t est burodoit dans te site Hgfll de p poly n poor gin^ter 
Chacut d. =« « 0. i,„nxW d«» ch«:o. d« 

20 respectivement pTG1656 et pivjioa/. rua w . . u *r,ommt Ps/I- 

pll.bl»«« dig** par Psa-Ba^ 1» d». .1*^^^ 59 

L, do PTG6552 (Exmpl. 6.2) « 1. fl.gm»t Xtal-Bc^ .so . d. pTG6559 
(example 6.2). On oWeM pTO1660 et pT01661 respKJivenMnt (F.gote 5). 

25 us cellules A549 sont eo-tnu-sfectte .«>c pTG1643 (ve«.»r d'e^n *■ P«) 
trs^^l660 sol. PTO.66.. Le. done. son. s^eCion^s ^ ^ •J' 

nZ^9-166l p^doisem des p^dolts d'expresslon de U rtgton El 

30 cellules. 

L^Bretion e. le non des plas^des d«» 1. '^.'^.^ 

1 Southern Aucane n.odific«ion sobstantielle des plasntKles mtegres (pTG1643, 
«rrpTOI661) nep«..«.re.nis.«.ividen«d«»les clones p,oduct»rs 

^ri^ElArprt.e«»aeO.M(p»««»«=nn.,ionpar.mpUsn.^ 
I'expression constitutive de la proteine Gal4). 
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2, deux clones A549.1660 sont capables d amplifier le stock virai 
100. 

on construit un vecteur ccprenant Vensemble du g.no.e adenoviral de TAdS . 
rexception de IITR 5'. ITO 3' et la region d'encapsidauon. 



10 



15 



20 



TG6528 (exemple 6.1) est digerd par les enzymes Psa et EgM ent« 
Le vecteur pTG6528 («cemp^ ; chimiquement selon le protocols 

lesquels on insere un fragmen ^ f ^ 0^^5040 (SEQ ID NO 34 et 

standard constitue des oUgonucldottdes des OTG5039 ctOT ^ 

35,Las.quencedesoUgonuc.o^^--^^^^ 

de donage ftfl et introduire un s. e £^V^ On ^ ^ 

par digestion par ^..RV Ce fragme. est port«.r du 

renduesfranchespartraitementalADNpotyn^ plasmide comportant un 

pTG1643. 

r ' • A n«rA7,oIet on insure dans ce site un fragment hybridcATioI 

^^^"^^'''"^HTe iT^^i^ du promoteur mi^umum du g.ne TX-HSV-l 
comportant un dmiere 17MX suivi o v Genebank 

, (nud^tides 303 i 450 de .a ^^^-^/^^^^^^^^ obtient le pTG1647 

sous la reference V00467 et completes en3d»m«te > 

dans lequel le promoteur hybride 2xl7MX.TK.HSV 1 est ms 
orientation que U cassette d'cxpression du gene pac. 

J -^«,r At- base oour introduire entre les sites Pstl 
« Bomffl UD ftagmem du g»c«n. d. *^ «^ ^^^^ 

^ » J^,X^r^«s5r(lp.e «) «n,po««u U pan. du 
d'une part, au fr^ent i'sii-ciai uc h 
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U=»"» Pr^a^ 'f-* " „ rTrigion 

obtenu, comporte la partie 5 ae iau^ 
d'encapsidation. 

^ . . vilA^ f^Kt assemblee dans le vecteur ppolyll- 



35462. 



,3 Le^^e..^-ponanUess^ue„cesad— 

Bamm du vecteur de l'6tape precedente cotnportant la partie 5 du genome 
ddpourvu de ITTR 5' et la region d'encapsidation. 

selOT le protocole dtate dro te ewnpla prtcMo"* 
Sfi/Not-14 * ; 

«TG1664 est genere par rinsertion du fragment Notl (nucleotides 6503 i 1504) 
isol6 d-une preparation d'ADN genomique dAdS. dans le site Pi 
vecteur. 

„TG1662 «. <^ P" Wroducto. du Aa,n (nucltotld« 107S4 i 

polyll. 

. PTG1659 comportant la partie 3' du genome d'AdS (exemple 2.3). 
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Puis on introduit un fragment comportant un systeme d'expression inductible comme le 

promoteur decrit i rcxcmpk 6.3 ou 7 inductible par Gal4 ou un promoteur de «t 

LerieurconunelepromoteurmetaUothioneineoutetracycUne.Untd^ 

en amont des sequences 5' de rAd5 (nucleotides 505 4 918) dans le vecteur pTG 665 

dig^re par .lafll et CM. Enfin. on done successivcment dans le vecteur precedent et aux 

sitlcLspondantslesfragmentsi^o/IdepTG1664.>4a/ndepTG1662etenfinB^^ 

depTG1659. 

Une lignee de complementation est gen^rte par coWe«ion d« vecteur precedent et 
de PTG1643 et on isole les clones resistants a la puromycine. Cette Ugnee est plus 
particulierement destinee a ampHfier et cncapsider les vecteurs adenoviraux de I exemple 
5 dtfectifs pour les fonctions El. E2 et E4 et les fonctions tardives. 

^f ^Tv « • rnm ftii ti n n i^r- romnlrmfntation mr \^ foMons El ^t 

14. 

Le vecteur pTG1647 (exemple 7) est digdre par les enzymes Psa-Banm et on introduit 
dans le vecteur ainsi traiti 3 fragments : 

le fragment Psa-Xbal de pTG6552 (exemple 6.2) portant les sequences 
d'Ad5 du nuclfetide 505 au nudeotide 1339, 

. le fragment Xbal-Sphl de pTG6552 portant les sequences d'AdS du 
nudfetide 1340 au nucleotide 3665, et 

. le fragment Sphl-Banim de pTG6554 (exemple 6.2) portant les 
sequences d'AdS du nudfetide 3665 & 4034 et un signal de termmaison 
de la transcription. 

Le vecteur ainsi obtenu est coupd par Ban,m et on introduit dans ce site trois fragments 
qw sont les suivants : 

. un fragment digdre par Bamm-AJia g^nere par PCR correspondant i la 
sequence de rAd5 situ^ entre les positions 32800 i 33104. On uuhse 
I'ADN genomique d'Ad5 comme matrice et les amorces OTG5078 (SEQ 
ID NO: 38) et OTG5079 (SEQ n> NO: 39), 
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le fragment Ajm-A^^ i«>le de I'ADN g^nomique d'AdS (nucleotides 
33105 8 35463), 

. le fragment AvrU^Banim gdn^rt par PCR 4 Paide des amorces OTG5024 
et OTG5025 (voir exemple 7). 



E4. 



,„^»s.une»neHgn6.p«««g3l««««««cb«n«.sdo.leprotoco.= »»«^ 

' ;ClD«n« «). ^. d» EcoRV M.3TG»0. pour ^ 
M13TG1645. 

par B<mSa ttAyrO. On oWoit pTG1650. 

■ =„mnl«te U risen E4 pa. obleMion da ftagment co,r«pond«« «« nudtotite 
^rn5«Tpt"cR i P^ d^- Prtp-don g^uc « 

nrr so^ « OTO5025 (SEQ ID NO: 36 « 37). CduW « m«e *«» te We 

Ler«=ta.6»«te.i«-1»B«^^W^«PT0>««°»»'»^'^°''''- 

L. ft«n». B»H conpor«« 1. region E4 * Ad5 «. isoK d. pTG1652 « dc^ 
,„ ?XH.d.pTG.M3, dc PT«», («»p.e ou d^^ ^PT«^ 
(e«mpl. 6.2) aprto «oir r«.du tes sites ft»»s. P<» generer pIG1653. pT0165 
pTG1655 figure 6) respectivement. 

0„ ginire p» de. «chrt,». »™ntfom»l..s «M. d. c«np«m««ion «p-.l. 
35 decompMraenlet«»<»»les«>»a»"^"*^''"- 

(1) OTnsfcnnaliondepTG1653dan»U«g»«ecenulaire293,ou 

(2) ™Bfi»«i».d.pTG1654oupTG1655dansl.«g..6e«>l*«AM9. 
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D'une maniere genirale, Texpression des produits des regions El et E4 s'accompagne 
dH.n effet cytotoxique. Un certain non*re de clones 293-1653 est capabte de 
complementer a la fois des adenovirus deletes de El et des adenovirus deletes de E4. 

5 Une autre alternative consiste k procider de la maniere suivante. 

Le vectcur M13TG1646 est soumis a une mutaginese dirigee avec I'oUgonucleotide 
mutagtee OTG5991 (SEQ ID NO: 40) dans le but de deleter le promote«r de a region 
" et d-inserer un site Hpal. Le vecteur mute est design^ M13TG6522. II est digere par 
P.,I traits i r ADN polymerase du phage T4 puis par AwTl ct mis en ligation avec un 
fragment £coRI (Kienow)-X>rII purifi6 de pTG1652 (exemple 8). pour donner 
Ce d Jer est cUv6 par /fpal et on imroduit le ^gment de 0 8 kb ^ 

PTG5913 (Figure 7) apr^ digestion Bgia et flamffl et traitement a la Klenow. On 

PTG6596 dans lequd la r6^on E4 (positions 32800 i 35826) e^placee sou^ 
Ltreie du promoteur HL A titre indicatif. pTG5913 porte le gene TJ^-HSV-l « le 
fragment Bglll-Bamm correspond au promoteur de ce gene (Wagner et al.. 1981. Proc. 
Natl. Acad. Sci.. USA, 78, 1441 - 1445). 

ParaUelement, les vecteurs pTG1643 et pTG6559 (exemple 6) sont Undarises par 5^HI 
et on ins^e un fragment symhdUque issu de la r^sociation des ohgonudeoude 
OTG6141 et OTG6142 (SEQ ID NO: 41 et 42), pour obtenir respectivement pTG8508 
et PTG8507. Ces demiers sont clivis par flomffl avant d'introduire le firagment Bamm 
purifi6 de PTG6596 comportant la cassette d'expression de E4. On genere les vecteurs 
pTG8512 (Figure 8) et pTG8513 (Figure 9). 

D-autre part. I'introduction du fragment BaniHl de pTG1652 dans le vecteur pTG8508 
ou pTG85i7 linearise par la m^e enzyme aboutit i pTG8514 et pTG8515 
respectivement (Figures 10 et 11). 

comJL^ un «i«novi™ dtfecdf p»ur la taction E4, alors que «n« rtsiunt d. I. 
ZecUon d. PTOS5.3 ou pTGS5H ^ i « 
.d«ncmn.s dtf=«i P-ht 1« fcncuons E. « B4. D. mSme. 1. «nsft«» da pT^ 
ou PTG8515 d»» l« cdhte 293 P«matm.n. de annplSmotar de, «14novmB defecuB 
35 pourEletE4. 



20 



30 



Printed from Mimosa 01/12/27 12:04:49 Page: 



wo 94/28152 



LISTE DE SEQUENCES 



PCT/FR94/00624 



(1) INFOFMATIOH GENERALS: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM! TRANSGENE . 

(B) RUE: 11, rue de Molsheim 

(C) VILLE: STRASBOURG 
(E) PAYS: FRANCE 

(H) TELECOPIE: (33) 88.22.58.07 
,U) TITRE DE L. IKVENTION: Nouveaux adenovirus defectifs et li.nees de 
" Sn^lementation correspondante, 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 42 

,iv) FORME LISIBLE PAR ORDlNATEORs 
(Al TYPE DE SUPPORT: Tape 

ill ?ssT;4?^srfesL n.« .0.. 

(D) LOGICIEL: Patentin Release jtx.y*, 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: sin^ple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

°(i?'SR^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4174, 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GTGACGTCTT TGGTGTTTTC GCGGGAAAAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE^ 
(A) LONGUEUR: 30 paxres de bases 
IB) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: HON 

SRi«.ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4173) 
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(xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

30 

ACCGAGTAAG ATTTGTCTAG GGCCGCGGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRB DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

^^n'^ISME: Oligonucleotide de synthe.e (OTG4191) 

(Xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3s 

33 

GGCCATGGTC GCGGGAAAGG GACTTTGACC GTT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

Ii) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: siitple 

(D) CONFIGURATION: linfeaxre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

^Cw'Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5021) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4s 
GAACGGATCC CCAGACTCTG TTTGGATTTG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR! 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS s simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS s OUI 
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°^?™RaANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG515-,, 

Ui) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CCAGAAATAT CTTCGCCCAG GCCGCCGCCC 
(2) INFORMATION TOUR LA SEQ ID NO: 6: 

,i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(W WNGUBOR: 20 paires de bases 
(B) TYPE: acide nucl6ique 
C NOMBRE OE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION! Iin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6no«d.que) 
(iii) HYPOTHETIQUE: HON 
(ill) ANTI-SENS: HON 

°S?'Sk^XSME: Oligonucleotide de synthese (OTG5564) 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GATCCGATAT CCCGTTAACC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

,i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
lA) LONGUEUR: 20 paires de bases 
(B) TYPE: acide nucl6i«?ue 
(C NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lin6axre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE! HON 
(iii) ANTI-SENS! OUI 

°U?'Sr^ISMB: Oligonucleotide de synthese (OTG5565) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE! SEQ ID NO: 7: 
GATCGGTTAA CGGGATATCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

,i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 
IB) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE OE MOLECULE: ADN (gtooiriique) 
(iii) HYPOTHETIQUE! HON 
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(iii) ANTI-SENS; NON 

°"?'SRiANISME: Oligonucleotide de synthese (0X65892) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gAnomique) 
(iii) HYPOTHETIQUB: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

°^?'^^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTS5893) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NOs 9: 
GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 46 paires de bases 

(B) TYPE: acide nudiique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gAnomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

°^?'2li«ISME: Oligonucleotide de synthese (arG5920) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ACGGTAGGAT CCGACGTCGG TGAGCTCCTC GCTTGGTCTC CGTCCG 
(2) INFORMATION FOUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATION: linfeaxre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gAnomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

°^i?'SR^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5891) 

,xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

24 

CAACCCCGAT TCTA6AGAAA CCTG 

(2» INTORMATION POUR lA SEQ ID NO: 12: 

,i, CARACTERISTIQUES DE lA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 
IB) TYPE: acide nuclfeique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gtoomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: HON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

°U?'Sr^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6079) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GCGCAGTTGC TCTGCGGATC CACTTAACAT TCAGT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE lA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gAnomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

°S?'SrUsME: Oligonucleotide de synthese ,OTG6080) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
TAAAAGTACC AGGTAAGGAT CCCCTTGGTT TGCTTGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

,i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: sin?)le 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 



13: 



38 
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(li) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

^^w'Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6064, 

,xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAACCGAAT TCTCTTGGAA C 
(2) INTORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

,i) CARACTERISTIQUES DE lA SEQUENCE: 

(A) LOHSHBOR: 32 paites de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 
C) NOMBRB DE BRINS: single 
(D) CONFIGURATION: lineaxre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (ginomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS 8 OUI 

°^i?'SR4ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6065, 

,xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
ACGAATGCAG CTCTCCACTT AACATTCASI CG 
(2) INTOBMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE lA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: siaple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE! ADN (genondque) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

°SrSRi«ISME: Oligonucleotide de synthese ,0TG54B1) 

,xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CAGTGAATTC ATCATCAATA ATATACC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A? LONGUEUR: 24 paites de bases 

(B) TYPE: acide nudeique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lin6aire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) anti-sens: NON 
^"'^ ^(irSR^lSME: Oligonucleotide de synthese (OTG5482) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

24 

AAACTGGTCA CCGTGATTAA AAAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaxre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

^"'^ '^iJ'SR^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5455) 
ixi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18s 

25 

ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: sixaple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: de svnthese (OTG5456) 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de syntnesc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

2 

ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEURS 18 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NGN 

(iii) ANTI-SENS: NON 
^"'^ '(if Sr^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5728) 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

IB 

TGTAGCAGGA GGACTAAG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

^"'^ '(^SS^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5729) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

39 

CCGCATTAAT TAACCGCGAC AAACGATTCT TTATTCTTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID.NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

°^?'Sr^ISME: Oligonucleotide de synthese (5730, 

(xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 

36 

CGCaOTAAT TAATGCGSTA AAACCTACGT CACCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 
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,i, CABACTERISTIQUES DE LA f^^f^^^ 
' ' (A) longueur: 30 Pa^5",f ^ 

(B) TYPE: acide nuclexque 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lindane 

(ii) TYPE DE molecule: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: HON 
(iii) AHTI-SBNS: NON 

^^^J'Sr^MIISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6060) 

,xi, DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
AATAAAAGAT CATTATTTTC ATTAGAACTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 24: 

,i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
W longueur: 24 paires de bases 
(Bl TYPE: acide nucl6ique 
C NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lin4aite 

(ii) TYPE DE molecule: ADN (g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: HON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

°^?™?U.ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6061) 

,xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 
TGTGTTGGTT TTTTGTGTGT TAAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
m longueur: 30 paires de bases 
(B) TYPE: acide nudfeique 
C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gSnomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

^^S'Sr^ISHE: Oligonucleotide de synthese (OTG6062) 

,xi, DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
TAACACACAA AAAACCAACA CACAGTTCTA 
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(2) INFORMATION POUR XA SEQ ID NO: 26: 

(t, CAFACTERISTIQUES DE lA SEQUENCE^ 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nudeique 
C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaite 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gtoomique) 
(iii) HYPOTHETIQUB: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

°(rSRUsME: Oligonucleotide de synthese (OTG6063, 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
ATGAAAATAA TGATCTTTTA TTAT 
,2) INFOBMATION POUR LA SEQ ID NO; 2T. 

a) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
LONGUEURS 32 paires de bases 
B) TYPE: acide nucl6ique 
C NOMBRE DE BRINS: single 
(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 

(iii) HYPOTHETIQUB: NON 

(iii) ANTI-SENS : NON 

°^irSRi«.ISME: Oligonucleotide de synthese .OTG4564) 

,^i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27: 
TCCGTGAATT CTAGTAGTGT GGCGGAAGTG TG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
^aTlONGUEUR: 23 paires de bases 
(B) TYPE: acide nucleique 
(C NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lintaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIWJE: NON 
(iii) MITl-SENS: OUI 

°S?'SrUsME: Oligonucleotide de synthese (OTG4565) 

,^i, DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 
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TCCAGTCCGG AGAACCGGGC GCC 
(2) INFORMATION POUR lA SEQ ID NO: 29: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucUique 

(C) NOMBRE DE BRXNS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 
(iiij HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

SS^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5013, 

,xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29: 
TAACCTGCAG GASTGCCAGC 6AGTAGAG 
,2) INTORMATION POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i, CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A? LONGUEUR: 21 paires de bases 
(B) TYPE: acide nucl6ique 
C) NOMBRE DE BRINS: simple 
Id) CONFIGURATION: linfiaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenoraique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: HON 

°!i?'SRkNISME: Oligonuclotide de synthese ,OTG5015) 

,xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
CAACGCGCAT GCCCCCATG6 G 
(2) INTORMATION POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: liniaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

°"?'SRi««S«E: Oligonucleotide de synthase (OTG5014) 
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(Xi) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 
TAGGAGATCT GTTTTAAACC GCATTGGGAG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NGN 
(iii) ANTI-SENS: NON 

^'''^ ""^if Sr^NISME: Oligonucleotide de synthese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 
CGGAGTACTG TCCTCCGCGG AGTACTGTCC TCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aite 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

^""^ ""Sf Sr^ISME: Oligonucleotide de synthese 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 
CGGAG6ACAG TACTCCGCGG AGGACAGTAC TCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADli (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

Sr^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5039) 
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(Ki) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 

16 

TGCTGGATAT CAGTCA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6tque 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION; linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

"(if Sr^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5040) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 

24 

GATCTGACTG ATATCCAGCA TGCA 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

^""^^ °(i?'SR^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5024) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 

20 

CTCCTGCCTA GGCAAAATAG 

(2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 
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^"'^ ""(if'SR^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5025) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37: 

32 

GCAGATGGAT CCGGGCGGAG TAACTTGTAT GT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6ai re 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

^^At'oR^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5078) 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3B: 

31 

GTCGCGGATC CGTTATGTTT CAACGTGTTT A 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paxres de bases 

(B) TYPE: acide nucl6iquc 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

°S?'Sr^ISME: Oligonuleotid. de .ynthe.e (OTG5079) 

(Xi) DESCRimOH DE lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 

* 20 
ACATGAACTT AAGCGAGCTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclfeique 
(C> NOMBRE DE BRINS: single 
(D) CONFIGURATION: linfcaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
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°^w'SBkNISME: Oligonucleotide de synthese ,arG5991) 

,xi) DESCRimOM DE lA SEQUEHCE: SEQ ID NO: 40: 
CACGGCACCA GCTCAAGTTA ACGSATCCAT CTGCGGGT 
(2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NOs 41: 

,i) CARACTERISTIQOES DE LA SEQUENCE: 
^ WN6UEURS 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nudeique 

(C) NOMBRE DE BRlNSs simple 

(D) CONFIGURATION: linSaixe 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (ginomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

°^a?'S5^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6141) 

,Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
GATCCTGTGT GTTGGTTTTT TGTGTGC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE^ 
(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 
IB) TYPE: acide nuclfeique 
C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS t OUI 

°^?Tr^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6142) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
GATCGCACAC AAAAAACCAA CACACAG 
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2. 



ppv^ndications 

1 Un vecteur adenoviral defectif pour la replication, capable d'etre encapside dans 
■ une ceUule de complementation, qui derive du genome d'un adenovirus comprenant 
de 5' en 3- un rm 5'. une region d'encapsidation. une region ElA. une region 
ElB. une r^onE2. une region E3.uneregionE4etunim3'.par deletion: 

(0 de tout ou partie de la region ElA, et de Pint6graUt6 de la partie de la 
region ElB codant pour les proteines precoces ; ou 

(ii) de tout ou partie de la region ElA et de tout ou partie d'au moins une 
region sflectionnte parmi les regions E2 et E4 ; ou 

OU) de tout ou partie de la re^on ElA et dWe partie de la region 
d'encapsidation. 

Un vecteur adenoviral sdon la revendication 1. qui derive du genome d'un 
illus par ^a^on de tout ou partie de la region ElA et de I'mtegralue de la 
partie de la region ElB codant pour les prot&ies precoces. 

3. Un vecteur adenoviral selon la revendication 2. qui derive en outre du genome d'un 
adenovirus par d^ldtion de tout ou partie de la region E3. 

4 Un vecteur adenoviral sdon la revendication 2 ou 3. qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E2. 

5 Un vecteur adenoviral selon l^ne des revendications 2 a 4. qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E4. 

6 un vecteur adenoviral selon la revendication 1. qui derive du genome d^un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region ElA et de tout ou partie de 
la region E2. 

7 U. «=«« adinovW sdon h .=v=n««tion 1. qui d^rtv. du 
IL™.. p» aa*d.n d. »u, ou p»«= d. la rWon El A « d. ™« ». P«« 

lare^onE4. 
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8 Un vecteur adenoviral selon la revendication 6 ou 7. qui derive en outre du g^ome 
d-un adenovirus par deletion de tout ou paitie de la region ElB. 

9 un vecteur addnoviral selon l^e des revendications 6 i 8. qui ddnve en outre du 
gfeome d-un adenovirus par ddl^tion de tout ou paitie de la r6gionE3. 

10 un vecteur adenoviral selon la revendication 6. 8 ou 9 qui derive en outre du 
■ genome dMn adenovirus par deletion de tout ou paitie de la region E4. 

11 Un vecteur adenoviral selon IHine des revendications 3 i 5. 9 ou 10. qui derive du 
grrd.n adenovirus par deletion partidle de la re^on E3 *^t genome en 
maintenant la partie de ladite region E3 codant pour la proteme gpl9kDa. 

12 Un vecteur adenoviral selon la revendication 1 1, dans lequel la partie de la region 
E3 Xpour la proteine gpl91cDa est placee sous le contr51e des elements 
appropries 4 Vocpression de ladite proteine dans la ceUule bote. 

13 Un vecteur adenoviral selon IWe des revendications I i 12. qui derive du genome 
!JLloviruspardeietiondetoutoupartiedelaregionElAetdHmepart.edela 

region tfencapsidation. 

14 Un «c«ur «l6novW sdo- !a r««>cli=aaon 13. qui <Kriv. du 8*™"™/"" 
ll.«n..hun»to*W»5P«-a«do.d.l.p3nled...,«g.ona'»c3ps.da,»n. 

0) s'etendant du nucleotide 270 au nucleotide 346 ; 
(ii) s'etendant du nucleotide 184 au nucleotide 273 ;ou 

Cm) s'etendant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 

1 5 Un vecteur adenoviral selon IWe des revendications 1 a 14. qui d«ive du genome 
■ d-un adenovirus seiectiomieparmilesadenovimscaninsaviairesetlumuun^^ 

16. un vecteur adenoviral selon la revendication 15. qui derive du genome d^^n 
adenovirus hunuun de type 5. 
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17 Un vecteur adenoviral selon la revendication 16. qui derive du genome dMn 
l:rs humdn de type 5 par d..tion de la partie de la region ElB .pendant 
du nucleotide 1634 jusqu'au nucltotide 4047 au moms. 

18 Un vecteur adenoviral selon la revendication 16 ou 17. qui derive du genome d^ 
Td Jovirus humain de type 5 notamment par d^etion de la partie de la re^on E3 
s'6tendant du nucleotide 27871 jusqu'au nucleotide 30748. 



j„ veceur adenoviral selon IWe des revendications 16 U8. qui derive du genome 
LTd^noviras humain de type 5 par d^etion de la partie dc la re^on E4 



19. Un vecteur 

!iend'ant du nucltotide 32800 au nucltotide 35826. 

20 un vecteur adenoviral sdon IHme des revendications 1 i 19. qui ddrive du g^ome 
d'un adenovirus par daetiond'aumoins 18 % du gtoome dudit vuus. 

21 Un vecteur adenoviral selon la revendication 20. qui derive du genome d'un 
adenovirus par daetion d'au moins 22 % du genome dudit virus. 

22 Un vecteur adenoviral selon la revendication 21. qui derive du genome dW 
adenovirus par deletion d'au moins 40 •/. du genome dudU virus. 

23 un vecteur adenoviral selon la revendication 22, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion tfau moins 95 % du genome dudit vims. 

.4 Un vecteur adenoviral selon la revendication 23. qui derive du genome d-un 
yr^trp^deietionderensembledugenome^^^ 
ITRs 5- et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidation. 

25 Un vecteur adenoviral selon la revendication 24. qui derive du g«io^ 
^Jvirusl««naindetype5pardeietiondelapa^^ 
il»iHid6>tiiles4S9i3SS32. 

26. un v««u, «>««>»iral selon to r«»di«ions U 25. qui con^ « <^ 
une sequence nucieotidique exogene. 

27 u„v««ur««no^Wsdonl.«v«««a>tfon26.,uic»np««i»o^ 
dtat«tapI««so».kcontt6I.toata««.«c««i«i"n«l>^ 
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rexpression de ladite protiine dans une cellule hote. 

.H*novirai selon la revendication 28. comprenant le gene codant pour 

revcndicationsli29. 

tin vecteur adenoviral selon Tune des 

d'expression. 

33. Une«gn^deco.pl^enUtions.onlarevendlcation32.co.^^^^^ 

CO toutoupartiedelaregionElAdugenomed'unadenovirusiet 

• J. ««5„« une r6eion dudit gteome selectionnee parrai les 
(u) tout ou parte d'au moms une region ouu b 

regions ElB.E2etE4. 
© t<««<«I««>.d.Urtgto.ElAd»ginon»dW«toovims;et 
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(ii) toutoupartiede8regionsElB,E2etE4duditgtoome. 

36. UneUgnee de complementation selon IMne des revendications 33 a 35. compren^t 
notamment tout ou partie de la region ElA et nmdgralitd de la region ElB du 
genome d'un adenoviras codant pour les proteines pr&oces. 

37 Une Ugn6e dc complementation sdon Ihme des revendications 32 i 36. comprenant 
■ notamment une partie du genome dW adenovirus selectionniparmi les aden^^^ 

canins, aviaires et hunuuns. 

38. Une lignee de complementation selon la revendication 37. comprenant notamment 
une partie du genome d'un adenovirus humain de type 5. 

39. Une lignee de complementation selon la revendication 38. comprenant notamment 
la partie du genome d'un adenovirus humain de type 5 : 

(i) s'ftendant du nucleotide 100 au nucleotide 5297 ; 

(ii) s'etendant du nucleotide 100 au nucleotide 4034 ; ou 

(iii) s'etendantdu nucleotide 505 au nucleotide 4034. 

40. une lignee de complementation selon la revendication 38 ou 39. comprenant 
notamment la partie de la region E4 du genome d'un adenovuus humam de type 5 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

41 Une Ugnee de complementation selon la revendication 38. compmumt notarmnent 
Iaparu^dugenomedH«adenovirushumaindetype5s-ete«dantdunudeou^^ 

au nucleotide 35826. 

42 Uneligne. d. compl6mo«»ion sdon IWe d« «™.tottons 32 441, compr»«« 

plLr „«u«l ; Udite panle ton. pla* i. co«^ P->«- 
approprie. 
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une proteine trans-activatrice de transcription non-adenovirale. 

«t:«hp«o. ^^^^ --^ 

selon la revendication 28 ou 29. 

en <«tre un gin. codatt P-w «n ™tq«"' *= «^°»- 
saationcoJepourUpuromydrieacMyl-traMferue. 

dudit genome. 

cdluUre saectioiinfa panid les l«nees Veto, BHK, A5«. 

5, un. lis.*, de c=»,p.taen«Uo„ se.0. fun. de. ««nd«on. 32 » 4S, d«v6e 
tfuTO cellule de U riliiie d'an embtyon tamm. 

52. U»p,ocid*d,pc^*unep»«ed«~vi™.s.ta,.a«ve.di=ado„30, 

selon lequel: 
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^;«tmn 52 selon lequel on met en oeuvre une lignte de 
53. Un proc6d6 selon la revendication 52. selon ,eq 

con^limenution selon toe des revend.caUons 32 4 51. 

I H'un vecteur adenoviral selon I'une des 

revendications 1 i 29, d^une p«u -evendication 52 ou 53, d'une 

cdlule h6te eucaiyote selon la re 
complementation selon toe des revend»cat.ons 32 i 5 1 . 

un procWe selon la revendication ^^^^J,^ ^endications 
revendicatlon 31 ou une Ugneede complementation se^^^ 

32 i 51, en association avec un support acceptable anm p 
phaimaceutique. 
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